























































































































Adjuvant  treatment  regimens  for breast cancer are primarily based on patient‐ and  tumor‐
related factors, e.g. patient menopausal status, tumor stage and histological grade, and the 
status  of  molecular  tumor  markers  (HER2/neu  and  the  estrogen  receptor).  Despite 
improvements  in  survival  rates,  about  20%  of  patients  experience  recurrence within  five 
years of initial therapy. There is therefore a need to improve patient risk assessment and to 





This work  exploits  common  knowledge  that  the  accumulation  of  deleterious  genetic  and 
epigenetic  modulators  contribute  to  breast  cancer  risk  for  recurrence  and  death  by 
deregulating key cellular processes within a specific tumor.  In the first work, we found that 
tumors  from high‐risk breast  cancer patients were genetically  instable,  containing a 2‐fold 
increase  in genetic alterations, an overrepresentation of alterations on chromosomes 3, 18, 
and 20, and  the  recurrent deregulation of a 13‐marker  transcriptome  signature associated 
with  significantly  shorter disease‐specific  survival  rates  (AZGP1, CBX2, DNALI1,  LOC389033, 




of  frequent  poor  mRNA‐protein  correlation.  It  was  shown  that  breast  cancer  outcome 
prediction  was  improved  significantly  by  combining  a  four‐marker  immunohistochemical 





where  the WHSC1L1  gene may  be  one  of  several  genes  located  in  region with  oncogenic 
potential and a substantial contributor to the aggressive breast cancer phenotype. 
 
Taken  together,  these  findings  further  emphasize  the  importance  of  complementing 
















ökade  ganska  rejält  vid mammografiinförandet  i  slutet  på  80‐talet  och  början på  90‐talet. 
Dessutom kan uppgången bero på ökad livslängd och förändrad livsstil (rör på oss allt mindre, 
fetma, dricker allt mer alkohol, rökning, föder färre barn osv.). Patienter lever dock allt längre 
med  sin  sjukdom.  För  fyrtio  år  sedan  var  5‐årsöverlevnaden  cirka  65% men  idag  är  den 
närmare 90%. Återigen kan detta bero på att de flesta nya fallen upptäcks  i ett tidigt skede 




Arvsmassan  (DNA  molekyler)  uppfyller  en  viktig  funktion  i  kroppen.  Den  ger  inte  bara 
information om vilka celler som ska fungera som t.ex. hjärtceller eller hudceller men är också 
grunden  till  varför  varje  individ  har  ett  visst  utseende med  särskild  hudfärg,  hårfärg  osv. 
Cellerna förstår sin roll  i kroppen genom att DNA molekyler (som  innehåller  informationen) 
för vidare instruktioner om vilka jobb som ska utföras inom en cell till RNA molekyler (gener) 
som  i sin tur för vidare  informationen till proteiner som utför  jobbet. Varje dag uppstår det 
små  fel  i  normala  cellernas  arvsmassa  (genetiska  avvikelser) men  dessa  brukar  repareras, 
annars dör felaktiga celler. Däremot har cancerceller en speciell förmåga att kringgå celldöd 







Sedan  ville  vi  veta  om  denna  information  kunde  hjälpa  oss  att  hitta  vilka  patienter  som 
troligen kommer  få återfall eller  som  riskerar att dö på grund av  sin  sjukdom och därmed 
skulle  behöva  en  tuffare  behandling  eller mer målinriktad  behandling.  Denna  avhandling 
baseras  på  fyra  delarbeten.  Samtliga  arbeten  har  utförts  vid  Sahlgrenska  akademin  vid 
Göteborgs  universitet  och  Sahlgrenska  universitetssjukhuset.  Informationen  om  patienten 
och  tumören  erhölls  från  Regionalt  Cancercentrum  Västs  cancerregister,  Socialstyrelsens 












I  studie  II  ville  vi  validera  våra  fynd  i  ett  större  utomstående  material  från 
bröstcancerpatienter. Eftersom  forskare är skyldiga att dela med sig sina  forskningsresultat 
kunde  vi  enkelt  hitta  1141  bröstcancerprover  som  kunde  användas  för  att  jämföra  våra 
resultat. Alla 13 generna kunde  inte hittas  i detta nya patientmaterial men vi kunde visa att 
genuttrycket  för  6  av  de  13  generna  var  väldigt  likt  det  vi  såg  tidigare  samt  att  denna 
förändring av genuttryck återigen påverkade kliniskt utfall  för patienterna.  I andra delen av 
studie II tyckte vi det var viktigt att undersöka om denna förändring av genuttrycket (på RNA 
nivå)  hade  förts  vidare  till  cellens  verksamma  byggstenar  (proteiner).  Det  finns  tyvärr  få 
metoder  som  kan  undersöka  proteinuttryck  för  de  cirka  1 miljon  kända  proteinerna  i  ett 
experiment.  Däremot  finns  det  bra metoder  för  RNA molekyler.  Trots  att mängden  RNA 
molekyler inte alltid ger upphov till samma mängd protein molekyler i samma cell kan vi ändå 
få en bild av vad som sker i en cell eller vävnad. På detta sätt kan vi begränsa de cirka 25000 
mänskliga  generna  som  kan  ha  betydelse  för  bröstcancer. Att  validera  ett  tiotal  gener  på 
protein  nivå  är  mer  hanterlig  än  25000  gener.  I  denna  del  av  studien  undersöktes 
proteinuttrycket  för  de  13  kandidatgenerna  i  fysiska  tumörsnitt  från  patienttumörerna  i 
studie  I.  Vi  upptäckte  att  bara  3  av  de  13  generna  hade  samma  uttryck  på  RNA  och 




I studie  III undersökte vi om våra  fynd  i bröstcancer också kunde vara av betydelse  i andra 
cancerformer.  Här  undersökte  vi  16  bröstcancerrelaterade  gener  i  munhålecancer,  en 
cancerform som är biologiskt  lik bröstcancer och som har ganska dålig 5‐årsöverlevnad (50‐
60%). I denna studie analyserade vi proteinnivåer för de 16 markörerna i tumörsnitt från 43 
patienter  med  munhålecancer.  Vi  visade  att  proteinuttrycket  för  de  16  markörerna  var 
ganska likt i både bröstcancer och munhålscancer (bara 5 proteiner uttrycktes på olika sätt i 
de  två  cancerformerna). Detta  tyder på  att bröstcancer och munhålecancer  är  ganska  lika 
trots  att  de  härstammar  från  två  olika  delar  av  kroppen.  Dessutom  kunde  vi  se  att  två 




bröstcancer,  dvs.  avvikelser  på  kromosom  8  (närmare  bestämt  det  8p11‐p12  genetiska 
området  som  finns  i  15‐25%  av  bröstcancerfall).  Tidigare  studier  har  visat  att 
bröstcancerpatienter vars  tumörer  innehåller  för mycket DNA  runt det 8p11‐p12 genetiska 
området har sämre prognos. Målinriktade behandlingar kunde utvecklas för denna genetiska 
avvikelse  om  genen  eller  generna  som  ligger  i  området  hittas  som  ger  upphov  till  denna 
elakartade typen av bröstcancer. Denna studie är fortfarande pågående men vi har hittat den 
WHSC1L1  genen  som  är  en  stark  kandidat.  I  normala  celler  påverkar  genen  celldelning. 
Eftersom vi har visat att ökad mängd DNA för WHSC1L1 genen gett upphov till ökad mängd 
RNA  och  protein,  tror  vi  att  detta  kan  förklara  varför  brösttumörer  som  innehåller  denna 




Sammanfattningsvis  har  vi  kombinerat  information  från  tumören  och  patienten  för  att 
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Because  of  its  crab‐like  appearance,  the  father  of  Western  medicine, 
Hippocrates,  called  cancer  “karkinos”  which  is  the  Greek  word  for  crab. 
Carcinoma  stems  from  this word and  is  the medical  term  for cancers  that 
originate  in  the  epithelial  component.  For  centuries,  breast  cancer  was 
considered  “cancer”  as  it  was  among  the  only  cancer  form  which  was 
outwardly  visible. A  connection  between  a  concealed  cancer  of  the  inner 
organs  and  the  impending  death  that  followed  was  not  an  easy  task  as 
autopsies were  rarely performed  in  the ancient world.  “Cancer” was well‐
known long before Hippocrates gave it a name. Two ancient Egyptian papyri 
from  1500 B.C.  (the  Edwin  and  Ebers  Papyri) provide  specific  accounts of 
cancer diagnoses and treatment,  including untreatable “bulging tumors”  in 
the breast. Hippocrates made an attempt to describe cancer and postulated 
the  humoral  theory.  According  to  this  theory,  the  body  contains  four 
humors  (or  fluids): blood, phlegm, yellow bile  (choler or anger), and black 
bile  (melancholy). He  believed  that  cancer  derives  from  black  bile, which 
isn’t  confined  to  just  the  tumor mass  but  rather  is  systemic  and  spreads 





by  the  cell  type  of  origin.  Cancer  (malignant  epithelial  neoplasm)  is  a 
heterogeneous  group  of  diseases  characterized  by  uncontrolled  cellular 
growth, invasion of surrounding normal tissue, and spread of abnormal cells 
to  distant  sites  via  lymphatic  and/or  blood  vessels.  If metastasis  remains 
unchecked,  it  can  result  in  death.  Malignant  epithelial  neoplasms  are 
distinguishable  from  benign  tumors,  which  remain  confined  within  the 
basement membrane and lack the ability to metastasize. 
 
The  heterogeneous nature of  tumors has been  explained  by  two models: 
the clonal evolution model and  the cancer stem cell  (CSC) model. The  two 
models differ in that the clonal evolution model postulates that the majority 




accumulation  of  deleterious  genetic  alterations  and  that  all  cells within  a 
tumor must be killed to eliminate the cancer. On the other hand, the cancer 
stem  cell model hypothesizes  that only a  small  fraction of  tumor  cells are 
the driving  force of  the malignancy and only  these need be eradicated  to 
prevent tumor recurrence and metastasis.  
 
Cancer  is  caused  by  a  variety  of  multifactorial  characters  including 
hereditary,  external  environmental  (infections,  chemicals,  radiation, 
pollutants),  and  lifestyle  factors  (tobacco,  alcohol,  obesity).  These  causal 
factors  may  together  or  independently  lead  to  the  generation  and 
accumulation  of  genetic  abnormalities  in  normal  cells  (mutations).  It  is 
estimated that dividing cells produce thousands of somatic mutations every 
day, but these are usually repaired otherwise cell cycle progression may be 
inhibited  (2).  However,  during  the  multistep  process  of  tumorigenesis, 




for 5‐10% of cancers  (3). The oncogenic process occurs  in both  sexes, any 
organ of  the body, and  in all age groups  (Figure 1). However,  this process 



























genome  stability,  angiogenesis,  invasion, metastasis,  cellular  metabolism, 
and  tumor‐promoting  inflammation  support  tumor  development  and 
progression  (5,  6).  It  is  estimated  that  almost  2%  of  the  20,000‐25,000 
protein‐coding genes in the human genome contribute to tumorigenesis (7, 
8).  The  normal  function  of  cancer‐causing  genes  is  to  regulate  cell 
proliferation  and  differentiation.  However,  during  tumorigenesis  these 
normal  functions  are  altered  to  enhance  cellular  growth  and  promote 
metastatic dissemination. The three main types of cancer‐causing genes are 
oncogenes  which  stimulate  cell  growth,  tumor  suppressor  genes  which 
inhibit  cell  growth,  and DNA  repair  genes which  repair  errors  in  the DNA 
sequence  during  cell  division.  Proto‐oncogenes  can  be  activated  by  gene 
amplification,  point  mutation,  partial  deletion,  inversion,  chromosomal 
translocation,  virus  integration,  or  hypomethylation  resulting  in  the 
formation of an oncogene with new or enhanced protein activities. These 
mutations  are dominant,  gain‐of‐function mutations  and  it  is  sufficient  to 
mutate one allele  to observe a change  in  the phenotype. Secondly,  tumor 
suppressor genes are inactivated by chromosomal deletion, point mutation, 
mitotic  recombination,  gene  conversion,  or  hypermethylation  resulting  in 
proteins with  little  or  no  activity.  These mutations  are  recessive,  loss‐of‐
function mutations  and  both  alleles  must  be mutated  to  silence  normal 
activity. When  referring  to  oncogenes  and  tumor  suppressor  genes,  it  is 
important to distinguish between the  inherited DNA copy number found  in 
the germline  (copy number variations, CNV) or DNA copy number changes 
acquired  (copy  number  alterations,  CNA)  during  the  oncogenic  process. 
Lastly, mutations  in  genes  that  repair errors  in  replicated DNA during  cell 
division  (DNA  repair  genes)  can  promote  the  accumulation  of  additional 
genetic mutations.  
 
Mechanisms  that produce  chromosomal  aberrations  associated with  gene 
amplifications  have  been  explained  by  various  models.  The  most  widely 
accepted model  is  the breakage‐fusion‐bridge model, although alternative 
mechanisms  for oncogene  amplification have  recently been proposed  (9). 
Breakage‐fusion‐bridge  (also  called  anaphase  bridges)  cycles  produce 
amplification  of  specific  regions  via  double‐stranded  breaks  as  a  result  of 
replication  stress, whereby  generating  genetic  heterogeneity within  a  cell 
population (10). These breaks occur at chromosomal fragile sites, which are 







There  are  approximately  100  common  fragile  sites  in  the human  genome 
which encompass an estimated >100 Mb of DNA (14). All fragile sites do not 
form  breaks  at  the  same  frequency.  This  is  reflected  in  the  variety  of 
amplicon  forms  and  sizes  in  the  human  genome.  Amplified  DNA  can  be 







the  tumorigenic  process without  altering  the  DNA  sequence.  Subsequent 
epigenetic modulations can either enhance (e.g. hypomethylation, removal 
of  methyl  groups  from  cytosine  sites)  or  silence  gene  expression  (e.g. 
hypermetylation,  accumulation  of  methylated  cytosines)  by  affecting  the 
appearance of the DNA major groove and thereby interfere with the binding 
of  proteins  to  DNA  molecules.  DNA  methylation  can  either  increase  or 
decrease  the  level  of  transcription,  depending  on  whether  a  positive  or 
negative  regulatory  element  is  inactivated  (17).  Research  during  the  past 
few decades has provided evidence showing crosstalk between genetic and 






Normal  breast  tissue  is  extremely  dynamic  as  its  composition,  form, 
function,  and  pathology  changes  continuously  during  the  lifetime  of  a 
female.  In  placental mammals,  the mammary  gland  is  essentially  a highly 
evolved skin gland that resembles hair rudiments during the early stages of 





Human  mammary  gland  development  (mammogenesis)  occurs  in  three 
defined  stages  closely  interconnected  with  sexual  development  and 








steroid  and  peptide  hormones  (mainly  ovarian  estrogen).  It  is  during 
puberty or within 1‐2 years after menarche that enlargement of the breasts 
occurs as adipose cells accumulate  in the connective tissue and elongation 
and  extensive  branching  of  the  ducts  is  stimulated  by  the  secretion  of 
estrogen  (23, 24). Breast  tissue  is  sensitive  to hormonal  stimuli during  the 
three phases of  the menstrual  cycle:  estrogen  levels peak during  the  first 
half of  the  cycle, which  leads  to ovulation halfway  through  the  cycle, and 
lastly progesterone production stimulates the formation of milk glands. It is 
not  until  pregnancy  and  lactation  have  occurred  that  the  breasts  are 
considered  to  be  fully  developed. At  this  stage,  progesterone  stimulation 
causes the  lobules to enlarge significantly but at the end of the  lactational 
stage  the  breasts  resemble  that  seen  in  nulliparious  women.  During 
menopause,  secretion  of  estrogen  decreases  dramatically  while 
progesterone  levels  remain  constant  which  leads  to  progressive  atrophy 
(involution) of the breast tissue: the connective tissue dehydrates, becomes 





dramatically  since  surgeon and anatomist Sir Astley Cooper  first published 
his work, “Anatomy of the Breast”, in 1840. For 165 years, the breasts were 
described  as  containing  lactiferous  sinuses  used  for milk  storage  in  close 
proximity of the nipple, but this model has recently been discredited (25). In 
fact, we now know that sinuses do not exist and that breast milk is stored at 
the  site of  synthesis,  in  the  clusters of  secretory  alveoli  (also  called  acini) 
that make up the lobules. 
 
The  branched  duct  system  of  the  breast  begins  in  the  distally  located 
terminal duct‐lobular unit  (TDLU) which exits  at  the  summit of  the nipple 
through  the  lactiferous  ducts;  TDLUs  are  absent  in  males.  Histologically, 
breast  tissue  is  composed  of  an  epithelial  (TDLU  and  surrounding 
myoepithelium) and stromal component. The epithelium  is composed of a 
cell bilayer consisting of a layer of secretory luminal cells surrounded by an 
outer  layer  of  contractile  basal  myoepithelial  cells  (MEC).  The  MEC  are 






of  sheets  of  connective  tissue  (fascia),  broad  fibrous  bands  of  connective 
tissue  (Cooper’s  ligaments),  and  adipose  tissue.  The  fascia,  which  is 
composed  of  blood  and  lymphatic  vessels,  nerves,  adipose  and  fibrous 





The breasts are highly vascular with major veins  leading  to  the pulmonary 
capillaries or  the network of vertebral veins. The  lymphatic  fluid  from  the 
various  quadrants  of  the  breast  travels  to  specific  lymph  nodes.  A  large 
proportion  of  the  lymph  (about  75%)  is  transported  from  the  lateral 
quadrants of  the breasts  to  the  ipsilateral axillary  lymph nodes, while  the 





The  primary  focus  of  this  thesis  will  be  breast  carcinoma,  in  particular, 
sporadic cases of  invasive breast carcinoma  in  females. Figure 2  illustrates 
the  pathobiological  events,  including  the  accumulation  of  epigenetic  and 
genetic  alterations,  involved  in  the  transformation  of  normal  TDLU  to 
invasive breast carcinoma. 
 
Figure  2.  The  pathobiological  events  associated  with  invasive  breast  cancer.  Primary 
invasive  breast  tumors  arise  from  normal  breast  epithelia  that  have  acquired  and 
accumulated  epigenetic  and  genetic  alterations,  resulting  in  the  deregulation  of  cancer‐
related functions, morphological changes, and elevated risk for breast cancer. UDH denotes 








related  death  among  women  worldwide  (4).  Incidence  rates  for  breast 
cancer have  increase dramatically since World War  II.  In  the United States 
alone, an estimated 230,480 new  invasive breast  cancer  cases and 39,520 
deaths  from  the  disease were  projected  to  occur  among women  in  2011 
(27), while  approximately  8,000  new  breast  cancer  cases  are  reported  in 
Sweden  annually  (28).  Although  males  can  develop  the  disease,  breast 
cancer only develops in the ducts (rare) and papillary cancer because males 
lack TDLU and cannot develop cancer  in the  lobules. Recently, Sir Cooper’s 
observations have  formed  the basis  for  the proposed hypotheses  (the Sick 
Lobe and the Biological Timing Theories) that breast carcinoma derives from 
mutated  stem  or  progenitor  cells  present  at multiple  foci within  a  single 




to  patient.  The  risk  for  developing  breast  cancer  increases  with  certain 
lifestyles,  diet  choices,  body  size,  obesity,  alcohol  consumption,  stress, 
exposure to toxins, ionizing radiation in the chest area, reproductive factors, 
high  breast  density,  and  hormonal  imbalances.  The  drastic  increase  in 
incidence  rates  since World War  II  has  been  associated with  three major 
changes  in Western  lifestyles:  increased  consumption  of  processed  foods 
(highly  refined  sugar, bleached  flour, and vegetables oils), altered  farming 
procedures and food preparation, and increased exposure to chemicals (30).  
When  sugars  and bleached  flour  are metabolized,  glucose  is produced.  In 






have  on  breast  carcinogenesis  because  of  innovative  experiments 
performed by Colonel Sir George Beatson in 1896 showing the regression of 
advanced breast cancer following an oophorectomy (surgical removal of the 
ovaries)  (34).  Since  then,  a  relationship  has  been  established  between 
increased breast cancer risk and prolonged endogenous and/or exogenous 
estrogen exposure, e.g. early age at menarche (<12 years), nulliparity or late 
age  at  first  full‐term  pregnancy  (>30  years),  late  age  at  menopause, 









Today,  about  a  half million  Swedish women  between  40‐74  years  of  age 
participate  in  the  mammography  screening  program  annually. 
Consequently, about 65‐70% of breast cancer cases in Sweden are detected 
early  with  mammography  before  any  visible  symptoms  develop  and  the 
screening  program  has  thereby  reduced  breast  cancer‐related  deaths  by 
21%  (38). Mammography  screening  is particularly beneficial because early 
stage  breast  cancer  is  usually  asymptomatic. Although  the most  common 
finding in symptomatic patients is a lump in the breast, about 90% of breast 
lumps  are benign  (fluid  filled  cysts or  fibroadenoma). On  the other hand, 
advanced breast cancer may produce a variety of symptoms: 
 
 A  lump  in the breast or a  lump or swelling  in the armpit persisting 
after a menstruation cycle 




 Changes  in  the  appearance of  the nipple  such  as  size or  shape,  a 
rash, or an unusual discharge (clear or bloody fluid) from the nipple 
 
Guidelines  for diagnosis of breast cancer  include using a  four‐point system 
with  clinical  (palpation  of  the  breast  and  local  regional  lymph  nodes), 
pathological (core needle biopsy or fine needle aspiration), and radiological 
examinations  (mammography of  the breasts  and ultrasound of  the breast 










Malignant  breast  cancers  can  derive  from  the  three main  components  of 





epithelial  cells  (>90%), whereas  neoplasms  of MEC  origin  (e.g. malignant 
invasive myoepithelial cancer) are the most uncommon and benign form of 
breast tumors (e.g. benign myoepithelioma), possibly because MECs secrete 
suppressor proteins  (e.g. maspin) which  limit  tumor  growth,  invasiveness, 
and  neoangiogenesis  (26,  39).  Soft  tissue  sarcomas  originating  from 
mesenchymal stromal cells also occur in breast tissue but are extremely rare 
(<1%).  Secondary  malignancies  in  the  breast,  such  as  secondary 
angiosarcomas  or  fibrosarcomas,  frequently  occur  following  radiotherapy. 
Fibroepithelial  tumors,  e.g.  fibroadenoma  and  phyllodes  tumors,  are 











A  pathological  assessment  of  tumor  grade  (Grade  I‐III),  or  degree  of 
differentiation,  measures  how  closely  neoplastic  breast  cells  resemble 
normal breast epithelium by  calculating  a  combined  score  including  three 
morphological  features  (tubule  formation,  nuclear  pleomorphism,  and 
mitotic count). Well differentiated tumors (Grade I, favorable prognosis) are 
organized similarly to the tissue of origin. However, during tumor evolution 
a  tumor  becomes  more  dedifferentiated  and  disorganized  resulting  in 






































Figure  3.  The  TNM  classification  of  malignant  breast  tumors  based  on  clinical 
characteristics. Schematic  illustration  showing  three aspects determining  staging,  including 
tumor size and the extent of metastasis to the regional lymph nodes and distant parts of the 
body. TX and NX denote  that  the primary  tumor and  regional  lymph nodes  (e.g., previously 
removed) cannot be assessed, respectively (not shown). Tis denotes a primary tumor in situ. 





In  breast  cancer,  unequivocal  proof  of  the  existence  of  cancer  stem  cells 
(CSCs) was only  first reported  in 2003  (41), although the existence of CSCs 
within hematologic cancers and solid tumors is not a new concept (42). CSCs 
are relatively rare within a tumor cell population and are thought to share 




renewal  (by  symmetric  and  asymmetric  division)  and  differentiation  into 
mature  cells  representing  all  cell  types within  a  tumor.  CSCs  have  to  be 
carefully  isolated  and  purified  prospectively  to  study  their  properties.  To 
take advantage of this principle, Al‐Hajj and colleagues developed a model 
which showed that only a small population of breast tumor cells  is capable 
of  initiating tumor formation (tumorigenic)  in  immunodeficient mice, while 
the bulk of the tumor mass  is non‐tumorigenic. The authors were also able 
to effectively distinguish tumorigenic and non‐tumorigenic cells by isolating 
cell  fractions  with  a  flow  cytometer  on  the  basis  of  cell  surface  marker 
expression.  They  found  that  tumorigenic  breast  cancer  cells  could  be 
characterized  by  three  cell  surface  markers:  CD44+  (adhesion  molecule), 
CD24‐  (adhesion molecule), and B38.1+  (breast and ovarian cancer‐specific 
marker).  Recently,  high  ALDH  activity  has  also  been  shown  to  be  a  good 
marker for CSCs and a predictor of patient clinical outcome (43). In addition, 
Ali  et  al.  (2011)  showed  that  a  composite  analysis  of  the  CD44/CD24, 
ALDH1A1,  ALDH1A3,  and  ITGA6  breast  cancer  stem  cell markers  has  the 





identification  and  characterization  of  CSCs  in  tumors  has  revolutionized 
cancer  research  and  may  help  improve  clinical  treatment  of  cancer.  A 
fundamental assumption  is that tumors can be eradicated by targeting the 
tumorigenic  CSC  fraction.  However,  CSCs  possess  characteristics  which 
hinder  their elimination with  conventional breast  cancer  therapies  (Figure 
4). CSCs are long‐lived, slow growing cells that are frequently in a dormant, 
quiescent  cell  cycle  state. However,  conventional  breast  cancer  therapies 
(surgery,  chemotherapy,  radiotherapy,  endocrine  therapy)  target  rapidly 
dividing cells which may eliminate the bulk of tumor cells, but will probably 
have no effect on CSCs. The majority of CSCs may be eradicated by surgery, 
however  CSCs  have  several  characteristics which  deem  them  resistant  to 
other  treatment  regimens:  (a)  CSCs  express  elevated  levels  of multi‐drug 
resistant proteins (chemotherapy resistant), (b) CSCs express elevated levels 
of reactive oxygen species (ROS) scavenging (45) and DNA damage response 
genes  (radiotherapy  resistant)  (46),  and  (c)  the  majority  of  CSCs  do  not 
express the sex hormone receptors, estrogen and progesterone (endocrine 
therapy  resistant).  By  failing  to  eliminate  CSCs,  these  long‐lived  cells will 











During  this  revolutionizing  age  of  microarrays,  our  knowledge  of  tumor 







been  questioned  for  using  too  few  tumor  specimens  (less  than  100)  to 
develop the signature and the relevance of the normal‐like, HER2/ER‐, and 
ER‐positive  (luminal A/B)  subtypes  (Figure  5).  Recently,  three  subtypes  of 
HER2‐positive  breast  tumors  were  identified,  each  varying  in 










2008. Genomic  stability  is  represented by arrows at  the bottom of  the  figure, where  thick 
arrows depict high genetic instability. 
 
The  recent  introduction  of  three  novel  subtypes  (molecular  apocrine, 
interferon‐rich, and claudin‐low) has illustrated that this field is still evolving 
and  there may be  several aspects of breast cancer  tumor biology  that are 
still poorly understood (Table 1) (54‐57). Perou et al. and Melchor et al. have 
since  extended  the  theory  of  the  molecular  subtypes  to  propose  a 
connection  between  normal  mammary  development,  the  claudin‐low 
molecular  breast  tumor  subtype,  and  breast  CSCs  (53,  58).  This  theory 
illustrates  that  during  normal  mammary  development,  undifferentiated 
breast  CSCs  with  mesenchymal  features  become  differentiated 
myoepithelial and luminal cells: breast CSCs are enriched in the Claudin‐low 
subtype,  BRCA1  mutations  in  the  basal‐like  subtype,  and  differentiated 
myoepithelial  and  luminal  cells  in  the  luminal  A/B  subtypes.  The  Cancer 
Genome  Atlas  Network  recently  performed  a  comprehensive 
characterization of breast cancer by integrating data obtained from over 800 




DNA  copy  number,  DNA  methylation,  mutation  status,  gene  expression, 
microRNA  expression,  and  cancer‐related  protein  expression  (59).  A 
consensus between the platforms revealed four major subtypes which were 
not only highly correlated with hierarchal clustering of the gene and protein 





Molecular subtype  Characteristics  Prevalence  Prognosis 





Luminal B  ER+  and/or  PgR+,  HER2+  (or 
HER2‐ with high Ki67), express 





Basal‐like  ER‐,  PgR‐,  HER2‐,  cytokeratin 
5/6+,  EGFR+,  c‐KIT+,  express 
high  levels  of  growth  factors 
such  as HGF  and  IGF,  and/or 
HER1+ 
14‐20%  Unfavorable 
HER2/ER‐  ER‐, PgR‐, HER2+  7‐12%  Unfavorable 
Claudin‐low  ER‐,  PgR‐,  HER2‐,  Claudin 
3/4/7‐, low E‐cadherin 
   
Molecular apocrine  ER‐,  AR+,  FOXA1+,  HER2+, 
PIP+ 
8‐14%  Unfavorable 
Abbreviations:  ER+  =  Estrogen  receptor‐positive;  ER‐  =  Estrogen  receptor‐negative; PgR+  = 
Progesterone receptor‐positive; PgR‐ = Progesterone receptor‐negative; HER2+ = HER2/neu‐




Guidelines  for  standardized breast cancer  treatment have been developed 
by several professional organizations  in the U.S. and Europe,  including The 
American Society of Clinical Oncology and the St. Gallen International Expert 
Consensus  (60).  In  general,  two  main  questions  are  considered  when 
deciding  which  patients  should  receive  adjuvant  systemic  therapy.  First, 
does  the patient have a high  risk of  recurrence and breast  cancer‐related 
death?  Second,  does  systemic  therapy  reduce  this  risk?  Currently,  a  one‐
size‐fits‐all principle  is applied to breast cancer treatment. Following breast 
conserving  surgery  or mastectomy,  adjuvant  therapy  is  determined  using 




characteristics  (TNM  status,  histological  grade,  hormone  receptor  status, 




similar  “characteristics”.  However,  two  patients  with  similar 
“characteristics”  may  also  respond  differently  to  the  same  treatment. 
Therefore,  three aspects of  current breast  cancer  therapy are  insufficient. 
First,  patient  stratification  and  risk  assessment  needs  to  be  improved  to 
determine  which  patients  would  most  benefit  from  adjuvant  therapy  to 
reduce  tumor burden. Second,  targeted  therapy  is also needed  to actively 
mitigate tumor expansion and spread without affecting surrounding normal 
tissue function, such as treatment of HER2/neu‐positive breast cancer with 







methods  are  seldom  accepted  for  clinical  decision making.  For  example, 
among the multigene assays Oncotype DX™, Mammaprint®, and uPA/PAI‐1, 
only Oncotype DX™  is commonly accepted by clinicians  (61). Nevertheless, 
treatment  of  early  invasive  breast  cancer  is  still  evolving;  the  St.  Gallen 
conferences  strive  to  establish  treatment  recommendations  including 
clinical  parameters  showing  reproducible  results,  but  also  an  increasing 
number  of  tumor  biology‐based  biomarkers,  e.g.  endocrine  and  HER2‐




















FDA  approved  assay  for 
pN0  breast  cancer  patients 
of all ages with tumors  less 
than 5 cm and either ER‐ or 
ER+  to  predict  risk  for 
metastasis  and  determine 















node  status,  tumor  size, 
histological grade, age, and 
treatment 









4  IHC, FFPE    None 
ONCOTYPE Dx™ RECURRENCE SCORE (64) 
Signature used  to  calculate 







Signature  to  classify  breast 









molecular  grade  index  and 
HOXB13:IL17BR  to  identify 






























histological  grade  (high  or 
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To  identify  recurrent  DNA  copy  number  alterations  and  gene  expression 




To  assess  the  clinical  significance  of  the  12  novel  candidate  biomarkers 




















All  procedures  were  performed  in  accordance  with  the  Declaration  of 




Of  the  2,541  breast  carcinoma  specimens  available  (diagnosed  between 
1991 and 1999 in Western Sweden) in the fresh‐frozen tissue tumor bank at 
the Sahlgrenska University Hospital Oncology Lab (Gothenburg, Sweden), 97 
diploid  primary  invasive  breast  cancers  (DBC)  fulfilled  the  criteria  for 
inclusion in the study as shown in Figure 6. The patients were then stratified 
according to axillary lymph node status (node‐negative, pN0; node‐positive, 
pN1)  and  breast  cancer‐specific  survival  (>8‐year  survivors,  henceforth 
termed  long‐term survivors; breast cancer‐specific mortality within 8 years 
of  diagnosis,  henceforth  termed  short‐term  survivors).  Disease‐specific 
survival  (DSS)  for  breast  cancer  was  defined  as  the  time  from  initial 
diagnosis  to breast cancer‐related death. Three of  the  four groups used  in 



























tissue  specimens  corresponded  to  71  of  the  97  diploid  breast  cancer 
patients used  in paper  I.  In addition,  transcriptome data  from  six publicly 
available datasets  consisting of 1,141 breast  cancer patient  samples were 
used to validate the 13‐marker signature identified in paper I. Breast cancer 
survival  rates were defined  as  a)  the  time  from  initial diagnosis  to breast 
cancer‐related death  for DSS, b)  time  from  initial diagnosis  to  first  relapse 
(loco‐regional  or  distant)  or  breast  cancer‐related  death  for  disease‐free 
survival  (DFS),  c)  time  from  initial  diagnosis  to  death  from  any  cause  for 
overall survival (OS); d) time from  initial diagnosis to distant metastasis for 








inclusive  biopsy  of  the  primary  tumor,  palpation  of  the  neck,  radiological 
examination with MRT and/or CT, and classified according to the American 
Joint Committee on Cancer  (AJCC)  staging  system. Surgical excision of  the 
primary  tumor  and  supraomohyoidal  neck  dissection  (SOHND)  were 
performed,  followed by examination of the  lymph nodes with hematoxylin 
and  eosin  (H&E)  staining.  This  analysis  showed  that  11/43  patients  had 
positive  cervical  lymph  nodes  (pN+),  all  of whom  received  post‐operative 
radiotherapy  to  the  neck.  Thirty‐two  patients  were  still  considered  neck 
negative  (pN0)  and  followed  up  clinically.  Forty‐five  FFPE  samples 
corresponding  to  the  43  patients were  obtained  from  the Department  of 
Pathology at Sahlgrenska University Hospital. Histological classification and 




Fresh‐frozen  (n  =  229)  and  FFPE  (n  =  127)  invasive  breast  carcinoma 
specimens  corresponding  to 185  and 95 patients were obtained  from  the 














Figure 7.  Fresh‐frozen primary  invasive breast  carcinomas  (n = 229) derived  from patients 




Human breast  cancer  cell  lines  (BT‐20, BT‐474, BT‐483, CAL‐120, CAMA‐1, 
HCC38, Hs578T,  JIMT‐1, MCF‐7, MDA‐MB‐134‐VI, MDA‐MB‐231, MDA‐MB‐
361,  MDA‐MB‐436,  MDA‐MB‐468,  T47D,  ZR‐75‐1),  the  non‐tumorigenic 
breast epithelial  cell  line  (MCF‐10A),  the S68 breast  cancer  cell  line kindly 






ER  PgR  HER2  Culture conditions‡ 
BREAST CANCER CELL LINES 
BT‐20a  P  IDC (74)  ‐  ‐    DMEM,  10%  FBS, 
1% NEAA 
BT‐474a  P  IDC (75)  +  +  +  RPMI 1640, 10% FBS 




CAL‐120b  M (Pl)  AC        DMEM, 10% FBS 
CAMA‐1a  M (Pl)  C  +  ‐    DMEM, 10% FBS 
HCC38c    (76)  ‐  ‐    RPMI 1640, 10% FBS 
Hs578Ta  P  CS (77)  ‐  ‐    DMEM,  10%  FBS, 
10µg/ml  bovine 
insulin 
JIMT‐1b  M (Pl)  IDC (78)        DMEM, 10% FBS 
MCF‐7a  M (Pl)  IDC  +  +    DMEM, 10% FBS 
MDA‐MB‐134‐VIa  M (Pl)  IDC (79)  +  ‐    L‐15, 20% FBS 
MDA‐MB‐231a  M (Pl)  IDC (79)  ‐  ‐    DMEM, 10% FBS 
MDA‐MB‐361a  M (Br)  AC (79)  +  ‐  +  DMEM, 10% FBS 
MDA‐MB‐436a  M (Pl)  AC (80)  ‐  ‐    L‐15, 10% FBS 
MDA‐MB‐468a  M (Pl)  AC (80)  ‐  ‐    L‐15, 10% FBS 













T47Da  M (Pl)  IDC (81)  +  +    RPMI 1640, 10% FBS 





HEK293Te    AC         
NON‐TUMORIGENIC CELL LINE 




















In  papers  I  and  IV,  genomic  DNA  (gDNA) was  isolated  from  fresh‐frozen 
tumor  sections  using  the Wizard  Genomic  DNA  extraction  kit  (Promega), 
including  proteinase  K  treatment  (Roche)  followed  by  phenol‐chloroform 
purification  (Sigma).  The  DNA  concentration  was  measured  using  a 




In papers  I  and  IV,  fresh‐frozen  tumor  sections were homogenized  into  a 
fine  powder  using  the  Mikro‐Dismembrator  S  ball  mill  (Sartorius  Stedim 




Mini Kit  (Qiagen)  according  to  the manufacturer’s  instructions with minor 
modifications. The RNA  concentration was measured using Nanodrop  and 
RNA  integrity assessed using  the RNA 6000 Nano  LabChip Kit with Agilent 
2100  Bioanalyzer  (Agilent  Technologies).  RNA  quality  and  integrity  are 
critical  to  obtaining  reliable  results  in  RNA‐dependent  downstream 
experiments.  The Agilent  2100 Bioanalyzer  Expert  software  generates  the 







In papers  II and  IV, total proteins were  isolated from 10‐20 mg sections of 
fresh‐frozen  tumor  specimens  and/or  cultured  cells.  Fresh‐frozen  tissue 












In papers  I and  IV, whole‐genome  tiling arrays with 38,043 BAC  reporters 
mapping to the UCSC May 2004 hg17: NCBI Build 35 were manufactured as 
previously described (85) at the SCIBLU Genomics DNA Microarray Resource 
Center  (SCIBLU), Department  of Oncology,  Lund University.  The  clone  set 
consisted  of  the  32K  BAC  clone  library  (BacPac  Resources),  the  3.4K  FISH 
Mapped Clones Version 1.3 (BacPac Resources), clones located in telomeric 
regions (86), and clones covering microdeletion syndromes (87). Images and 
raw  signal  intensities  were  acquired  using  an  Agilent  G2505B  DNA 




In  paper  I,  the  97  total  RNA  samples  were  processed  at  SCIBLU  using 





from  150/229  tumor  specimens  (45  specimens  harboring  8p11‐p12 
amplification,  18  specimens  with  8p11‐p12  low‐level  gain,  16  specimens 
with  8p11‐p12  heterozygous  loss,  71  specimens  lacking  8p11‐p12 
aberrations)  and  12  cell  lines  were  processed  at  SCIBLU  using  Illumina 
HumanHT‐12 BeadChips. The 150 samples include the 97 samples described 
in  paper  I.  The  expression  microarrays  contained  approximately  49,000 
probes representing more than 25,400 RefSeq (Build 36.2, Release 22) and 




In  paper  II,  six  publicly  available  Affymetrix  U133A  gene  expression 





In  paper  IV,  22/229  tumor  specimens  (11  specimens  harboring  8p11‐p12 
amplification  and  11  specimens  lacking  8p11‐p12  aberrations)  were 
processed  at  SCIBLU  using  Illumina  Infinium  Human  Methylation  450 
Beadchips.  The  beadchips  contained more  than  485,000  specific  cytosine 





Optimal  antibody  dilutions  and  assay  conditions  were  achieved  for 
immunohistochemistry  using  breast  carcinoma  (papers  II  and  IV)  or  oral 
squamous  cell  carcinoma  (paper  III) as positive  controls.  Four micrometer 
FFPE  sections were  subsequently  immunostained with  primary  antibodies 
(Table 4). The sections were pretreated using the Dako PTLink system (Dako, 
Carpinteria,  CA,  USA)  and  processed  on  an  automated  Dako  Autostainer 
platform using the Dako Envision™ FLEX High pH Link Kit (pH 9). Peroxidase‐
catalyzed  diaminobenzidine  was  used  as  the  chromogen,  followed  by 
hematoxylin counterstain. The slides were then rinsed with deionized water, 
dehydrated in absolute alcohol, followed by 95% alcohol, cleared in xylene, 
and mounted. One  FFPE  section was  also  stained with H&E  to  assess  the 








  Host  Dilutionǂ  Sources  Study 
PRIMARY ANTIBODIES         
Anti‐AZGP1 (Cat. HPA012582)  Rabbit  1:500, 1:250  Sigma‐Aldrich  II, III 
Anti‐BTG2 (Cat. 18‐003‐42396)  Rabbit  1:100  GenWay Biotech  III 
Anti‐CBX2 (Cat. AV51628)  Rabbit  1:250, 1:150  Sigma‐Aldrich  II, III 
Anti‐CNTNAP2 (Cat. ab104525)  Rabbit  1:300  Abcam  III 
Anti‐DNALI1 (Cat. ab58213)  Mouse  1:25  Abcam  II 
Anti‐GCET1* (Cat. ab86673)  Rabbit  1:50, 1:25  Abcam  II, III 
Anti‐NME5 (Cat. 12923‐1‐AP)  Rabbit  1:400, 1:300  ProteinTech Group  II, III 
Anti‐p16 (Cat. sc‐56330)  Mouse  1:200  Santa  Cruz 
Biotechnology 
III 
Anti‐PIP (Cat. HPA009177)  Rabbit  1:25  Sigma‐Aldrich  II 
Anti‐S100A8 (Cat. HPA024372)  Rabbit  1:2000  Sigma‐Aldrich  II, III 
Anti‐SCUBE2 (Cat. HPA006353)  Rabbit  1:25, 1:100  Sigma‐Aldrich  II, III 
Anti‐STC2 (Cat. 10314‐1‐AP)  Rabbit  1:500, 1:100  ProteinTech Group  II, III 
Anti‐STK32B (Cat. HPA015820)  Rabbit  1:50, 1:300  Sigma‐Aldrich  II, III 
Anti‐SUSD3 (Cat. HPA042310)  Rabbit  1:100, 1:150  Sigma‐Aldrich  II, III 
Anti‐UBE2C (Cat. ab56861)  Mouse  1:500  Abcam  II, III 











to  the  manufacturer’s  instructions  (directly  labeled  probe).  In  paper  IV, 
dual‐color  FISH  was  performed  on  metaphase  chromosomes  and  touch 





fresh  cuts  of  frozen  tumor  specimens  onto  a  Kim‐wipe  to  remove  excess 
liquid  and  then  onto  SuperFrost  plus  charged  microscope  slides  (Erie 
Scientific Company). Metaphase  chromosome preparations were prepared 
from  cultured  peripheral  blood  cells  and  cancer  cell  lines  on  SuperFrost 
microscope  slides  according  to  standard  protocols.  The  hybridized  slides 










only  gene  copy  number  increases  equal  to  or  higher  than  2.5‐fold were 
scored as amplification, corresponding to >5 copies/diploid chromosome set 
equivalent. At  least 100 nuclei with  intact morphology on the basis of DAPI 
counterstaining  were  scored  from  each  clinical  specimen.  Clumped, 
damaged,  overlapping,  and  nuclei  located  outside  the  area  of  probe 
hybridization were excluded  from  the  analysis.  If  less  than 100  cells were 
present on  the  slide,  then  as many nuclei  as possible were  evaluated.  To 
determine  the gene copy number and  the pattern of gene amplification, a 
gene amplification classification system was applied where specimens were 
classified  as  low  level  amplification  when  the  number  of  specific 
hybridization  signals  varies  from  5  to  10  signals,  moderate  amplification 







Validation  of  the  expression microarray  data  was  performed  using  qPCR 
with pre‐designed TaqMan® Gene Expression Assays  (Applied Biosystems). 
To prevent  any  interference by  residual  gDNA  contamination  in  the qPCR 
application, TaqMan assays were primarily chosen which annealed to intron 
splice  junctions  so  that  gDNA would  not  be  amplified.  Three  endogenous 
controls,  i.e.  PPIA,  PUM1,  and  HPRT1,  were  selected  based  on  their 
constitutive expression using the Illumina HumanHT‐12 platform. In paper I, 
82/97  total RNA samples were used  to validate  the expression patterns of 
16 transcripts, i.e. AFF3, AGR3, CA12, DNAJC12, ESR1, GATA3, GLYATL2, PIP, 
S100A8,  S100A9,  S100P,  SCUBE2,  STC2,  TAT,  TFF1,  and  TFF3.  In paper  IV, 
77/83 total RNA samples from tumors harboring 8p11‐p12 aberrations and 
7/71  samples  lacking  aberrations  were  used  to  validate  the  expression 
patterns  of  11  transcripts,  i.e.  ASH2L,  BAG4,  BRF2,  DDHD2,  LSM1, 
PPAPDC1B,  PROSC,  RAB11FIP1,  TM2D2,  WHSC1L1,  and  ZNF703.  The 
geometric mean of  the  three endogenous  controls was used  to normalize 
the  data  and  relative  gene  expression  levels  were  calculated  with  the 




determine  the  difference  in  expression  between  studied  groups  and  the 




In papers  II and  IV, extracts  (50 µg) were  resolved by SDS‐PAGE on 4‐12% 
Bis‐Tris  gels  (Invitrogen),  transferred  to  nitrocellulose membranes  (Fisher 
Scientific),  probed with  primary  and  secondary  antibodies  (Table  5),  and 
detected using the SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate 
(Thermo  Scientific).  Digitalized  images  were  acquired  using  Fujifilm 




  Host  Dilutionǂ  Sources  Study 
PRIMARY ANTIBODIES         
Anti‐ACTB (Cat. ab6276)  Mouse  1:2000  Abcam  II, IV 
Anti‐AZGP1 (Cat. HPA012582)  Rabbit  1:500  Sigma‐Aldrich  II 
Anti‐PIP (Cat. HPA009177)  Rabbit  1:200  Sigma‐Aldrich  II 
Anti‐S100A8 (Cat. HPA024372)  Rabbit  1:1000  Sigma‐Aldrich  II 
Anti‐UBE2C (Cat. ab56861)  Mouse  1:200  Abcam  II 
Anti‐NSD3 (Cat. ab4514)  Rabbit  1:500  Abcam  IV 
SECONDARY ANTIBODIES         
ECL  anti‐mouse  IgG  HRP‐linked 
Whole Ab (Cat. NA931V) 
Sheep  1:2000  Amersham  II, IV 
ECL  anti‐rabbit  IgG  HRP‐linked 
Whole Ab (Cat. NA934V) 







In  paper  IV,  long‐term  stable  knockdown  or  up‐regulation  of  individual 
candidate  genes  were  performed  using  short  hairpin  (shRNA)  expression 




ensure  high  knockdown  efficiency  with  minimal  off‐target  effects. 
Depending  on  the  construct,  the  puromycin marker  was  used  to  enable 


























shRNA clone set             
Human WHSC1L1‐S 
(Cat. HSH013847‐HIVU6) 
U6  Puromycin  eGFP  psiHIV‐U6  HIV  IV 
Human WHSC1L1‐L 
(Cat. HSH013848‐HIVU6) 
















In  paper  IV,  the  effects  of  individual  candidate  gene  knockdown  and/or 
overexpression cell proliferation (WST‐1 assay), cell cycle phase distribution 
(flow  cytometry),  apoptosis  (TUNEL  assay),  cell  invasion  (basement 
membrane  invasion  assay),  anchorage‐independency  (agar  growth  assay), 






were  performed  using  the  web‐based  BioArray  Software  Environment 
system  (BASE,  http://base2.thep.lu.se/onk/)  provided  by  SCIBLU  (89).  In 






to  remove unreliable  features  flagged as bad, absent, or not  found during 
image  analysis,  not  showing  signal‐to‐noise  ratios  ≥  5  for  both  channels, 
smaller  than  50  µm  in  diameter,  and  features  displaying  saturated  signal 
intensities  over  65,000.  Following  filtering,  35,718  reporters  remained  for 
use  in  downstream  analyses.  Finally,  reporters were  normalized  using  an 
implementation of a pin‐based Lowess algorithm (90) with a sliding window 
of 0.33,  followed by  smoothing and  spike analysis  to  remove outliers and 
already merged replicates. Further analysis to segment the data into regions 
of gains and  losses was performed using the Rank Segmentation algorithm 
with  Nexus  Copy  Number  Professional  4.1  software  (BioDiscovery),  as 
previously described (91). In brief, the basic Nexus settings suitable for BAC 
arrays  were  as  follows:  5.0E‐5  significance  threshold,  1000  kb maximum 
contiguous  probe  spacing,  and  a  minimum  of  5  probes  per  segment. 
Log2ratio  thresholds  for  low‐level  gain,  high‐level  gain/amplification, 
heterozygous  loss, and homozygous deletion were  set at +0.2,  ≥+0.5, ‐0.2, 
and  ≤‐1.0,  respectively,  using  a  0.01  p‐value  cutoff.  Genomic  regions 
covered entirely by previously reported copy number variations (CNV) in the 
human  genome  were  removed  (92).  Minimal  common  regions  of  copy 
number  imbalances were  identified when observed  in at  least 25% of  the 
tumor  samples,  while  regions  of  high‐level  gain  were  identified  when 
observed  in  at  least  10%  of  the  tumor  samples  using  P<0.01. Differential 
chromosomal regions distinguishing patient groups were defined at P<0.01 
(Fisher’s  exact  test,  two‐tailed).  Unsupervised  hierarchical  clustering  was 
applied  using  complete  linkage with  Pearson  correlation  to  group  tumors 
based  on  detected  genetic  alterations  (low‐level  gain  and  heterozygous 
loss).  The  association  between  clinicopathological  features  and  CNAs was 




In  papers  I  and  IV,  data  preprocessing  and  quantile  normalization  were 
applied to the raw signal intensities using BASE. Each gene is represented by 
about 30 beads on  the  Illumina HumanHT‐12 Expression Beadchips.  In  the 
scanner,  a  local  background  correction  was  performed  for  each  bead  to 
remove background from the foreground. A bead was removed, if it was an 
outlier  in  comparison with  the  others  for  a  specific  gene.  The  remaining 
beads for a gene were averaged together to produce the Mean GRN value 








Differentially  expressed  genes  were  determined  using  the  Benjamini‐
Hochberg method  (94)  to  control  for  the  false  discovery  rate  (FDR) with 
FDR‐corrected p‐values <0.01. 
 
In papers  I and  IV,  the datasets were  stratified  into  the molecular breast 
cancer  subtypes  using  the  five  centroids  (Normal‐like,  Basal‐like,  Luminal 
subtype  A,  Luminal  subtype  B,  and  HER2/ER‐)  and  Genomic  Grade  Index 
(GGI;  low,  high)  using  ER‐positive  tumors  as  previously  described  (56,  69, 
70).  In brief,  the  centroids described by Hu  et al. were downloaded  from 
https://genome.unc.edu/pubsup/breastTumor/data/306genes‐X‐
249samples‐X‐5subtypes+5centroids.xls  and  289  Illumina  probes  were 
identified  which matched  the  306  probes  used  in  the  centroids.  Several 
probes  representing different  splicing variants of a gene are  contained on 
the  Illumina  platform.  Therefore,  one  Illumina  probe was  selected which 
matched each  intrinsic gene (preferably probes targeting all splice  isoforms 





In paper  IV, data preprocessing  and differential DNA methylation  analysis 
were  applied  to  the  raw  signal  intensities  using  the  IMA  package  in 
R/Bioconductor  with  thresholds  set  at:  ≥±0.14  delta  beta  value  and 




from  0  (null methylated)  to  1  (completely methylated). Delta  beta  values 




Illumina  HumanHT‐12  probe  nucleotide  sequences  were  mapped  to 
genomic  locations  (NCBI  Build  35)  using  sequences  downloaded  from  the 






was  then  conducted  to  generate  Illumina‐BAC  probe  pairs  with  100% 
sequence similarity. In paper I, Illumina‐BAC probes spanning the recurrent 
aberrations were  selected  from  smoothed  array‐CGH  data  using  log2ratio 
±0.2.  CNA‐induced  genes were  assessed  by  Pearson  correlation  (Q<0.05). 
Further, the change in mRNA levels as a function of DNA copy numbers was 
estimated  by  robust  piecewise  linear  regression.  Regression  slopes 
significantly higher  than 1,  i.e. positive allometric change,  indicated higher 
gene  expression  levels  in  comparison  with  CNA  levels;  the  opposite  for 
slopes significantly smaller than 1, i.e. negative allometric change; a slope of 
1  indicated  a  proportional  gain/loss  in  CNA  and  gene  expression,  i.e. 
isometric  change.  Lastly,  the difference between  the mean  relative mRNA 
values  for  tumors  containing either gain/loss versus  tumors without  these 
aberrations  was  estimated  with  t‐test  for  Illumina‐BAC  probes  showing 
significant association between CNA and expression patterns. 
 
In paper  IV, 327  Illumina‐BAC probe pairs spanning  the 8p11‐p12 genomic 
region were selected from smoothed array‐CGH data. The statistical analysis 
was performed  in  three  sequential  steps. Firstly, CNA‐induced genes were 
assessed by Pearson correlation (Q<0.05) and the change  in relative mRNA 
levels  as  a  function  of  DNA  copy  numbers  was  estimated  by  robust 
piecewise  linear  regression.  Secondly,  for  Illumina‐BAC  probes  showing 
significant  association  between  CNA  and  expression  patterns,  t‐test  was 
performed  to  estimate  the  difference  between  the mean  relative mRNA 










semi‐quantitative H‐score method  to  calculate  the  sum of  the percentage 
and intensity of positively stained invasive tumor cells (negative staining = 0; 
weak  staining = 1+; moderate  staining = 2+;  strong  staining = 3+). The H‐
score  ranged  from 0  to 300, where H‐score =  (1 x %1+) +  (2 x %2+) +  (3 x 
%3+)  (97).    FFPE  specimens  lacking  an  invasive  tissue  component  were 














PAPER  I:  Comprehensive  molecular  classification  of  diploid  breast 
carcinoma 
It  is well established that structural genetic  instability (genetic aberrations) 
precedes  numerical  chromosomal  instability  (chromosome  count)  during 
breast  tumorigenesis,  implying  that  similar  molecular  mechanisms  take 
place  during  tumor  progression  regardless  of  ploidy  status  (99‐105). 
Furthermore,  common  genetic  aberrations  are  found  in  diploid  and 
aneuploid breast tumors, despite an approximate 3‐fold  increase  in genetic 
events  following  aneuploidization  (101).  Therefore,  to  identify  recurrent 
CNAs  and  abnormal  gene  expression  patterns  characteristic  of  breast 
carcinoma  that may  contribute  to  tumor malignancy and  clinical outcome 
without  the  added  complication  of  aneuploidization,  we  conducted 
genome‐wide screening of 97 DBC cases (DNA index = 1, as characterized by 
flow  cytometry)  using  array‐CGH  and  transcriptional  microarrays, 






on  chromosomes  or  occasionally  several  of  the  smaller  chromosomes  in 
their  entirety).  On  average,  40  ±  3.9  (±  SEM)  chromosomal  aberrations 
(range, 2‐204) were detected per diploid  tumor sample,  including 20 ± 2.0 
low‐level  gains  (range,  0‐117),  4.9  ±  0.6  high‐level  gains/amplifications 
(range, 0‐31), 15 ± 1.7 heterozygous  losses  (range, 0‐104), and 0.03 ± 0.02 
homozygous deletions  (range, 0‐1). We  identified both  genetic  alterations 
characteristic of breast cancer (gain on chromosome cytobands 1q, 8q, and 
16p,  losses on 11q, 16q, and 17p  in at  least 25% of cases, as well as high‐
level gain/amplification on 11q  in at  least 10% of cases) and novel findings 
including gain on 8q22.3 and high‐level gain/amplification on 1q32.1‐q32.2 
(Figure  8a)  (100,  106‐111).  In  addition,  high‐level  amplification  was  also 
identified on cytobands 3q, 8p, 8q, 17q, and 20q in 5‐9% of cases. 
 
Unsupervised  clustering of  the dataset  according  to  the  identified  genetic 
alterations showed  that  tumor malignancy and  thereby clinical outcome  is 
influenced by the number of CNAs and the specific genomic location of the 






prognosis  and  an  overrepresentation  of  genetic  alterations  on 




Figure  8.  Recurrent  copy  number  alterations  (CNAs)  in  97  diploid  breast  carcinomas.  A, 
heterozygous  losses  (red) are  shown  to  the  left and  low‐level gains  (light green) and high‐








term  survivors  (P  =  0.001),  tumors with  high GGI  (P  =  0.0004),  tumors  in 







accumulate over  time,  these  findings  suggest  that genomic  instability may 





with  aggressive  tumor behavior  and  thereby  impact  clinical outcome,  e.g. 
high  histological  grade,  axillary  lymph  node  status,  hormone  receptor 
negativity  (ER‐  and  PgR‐negativity),  HER2/neu  gene  amplification  and/or 
overexpression,  and  triple  negative  status  (ER‐,  PgR‐,  and  HER2/neu‐
negativity).  The  collective  transcriptome  analysis  showed  distinct  gene 
expression profiles  for  tumors displaying aggressive  features, affecting key 
cellular  functions  including  regulation  of  cell  cycle,  cell  proliferation,  cell 
differentiation,  immune  response,  cell‐cell  signaling, hormone  stimulation, 
and  response  to DNA damage stimulus. However,  there was no significant 
difference  in  the  expression  patterns  between  lymph  node‐positive  and 
node‐negative primary tumors; only one gene (CNTNAP2) was differentially 
regulated (at  least 1.5‐fold difference). These findings suggest that primary 
tumors  may  be  biologically  similar,  whether  they  have  the  capacity  to 
spread  to  the  axillary  lymph  nodes  or  not.  To  develop  a  panel  of  genes 
significantly deregulated  in aggressive  tumors,  the expression patterns  for 
four tumor groups (short‐term DSS with <8‐year survival, receptor‐negative 
status, high histological  grade,  and  triple negative  status) were  compared 
(Figure 9). Thirteen genes  (upregulation of CBX2, S100A8, and UBE2C, and 
downregulation  of  AZGP1,  DNALI1,  LOC389033,  NME5,  PIP,  SCUBE2, 
SERPINA11,  STC2,  STK32B,  and  SUSD3)  were  recurrently  differentially 
regulated  in  all  four  groups.  The  results  suggest  that DSS with  the 8‐year 
cutoff  used  in  this  study  may  be  dependent  in  part  on  receptor  status, 
tumor  grade,  and  triple  negative  status  as  all  thirteen malignancy  genes 
found  in all  four groups were also  found  in groups B‐D. These malignancy 
genes have been previously implicated in cellular mechanisms including cell 
growth, motility,  and  progression  in  several  different  cancer  forms  (112‐


























four groups, of which all  thirteen were also  found  in groups B‐D. Unigene  clusters are not 
included in the gene count. 
 
Lastly,  the  identified  genetic  alterations  and  transcriptome  profiles  were 
integrated  to  identify  genes with  the  potential  to  function  as  oncogenes 
(high DNA  copy  number  and  elevated  gene  expression  levels)  and  tumor 
suppressor genes (loss of one or both DNA copies and low gene expression 
levels).  There  was  a  significant  difference  in  the  size  of  the  genetic 
alterations  identified  in this study, from a few hundred kilobases to over a 
hundred  megabases  and  frequently  containing  a  large  number  of  genes 
within the same DNA segment. To put this into perspective, the largest gene 
in  the  human  genome,  CNTNAP2,  is  2.3  Mb  and  would  require  50 
juxtaposed CNTNAP2 genes to span the largest identified DNA segment in its 
entirety without any gaps. To narrow down  the number of genes with  the 
potential  to  play  an  important  role  in  the  breast  cancer  phenotype,  we 
identified common gains and losses in at least 25% of the patient population 
and  high‐level  gains/amplifications  in  at  least  10%  of  cases.  This  analysis 
showed  that  few  of  the  transcripts  located  within  recurrent  genetic 
alterations  (13%) were also altered on the mRNA  level, which  is consistent 





genes  adjacent  to  cancer‐related  genes  may  also  be  included  within  an 






with  regard  to  amplicon  length  and  the  genes  which  it  contains. 
Nevertheless, only key genes should show altered gene expression levels. In 
the  current  study, we were  able  to  show  three  different  expression  level 
patterns  in  relation  to observed CNA  log2ratios:  (a) 25% of  transcripts had 
lower  expression  levels  than  expected  (termed  a  negative  allometric 
change) suggesting that other cellular mechanisms than genetic alterations, 
such as epigenetics, may have an effect on gene expression  levels;  (b)  the 
majority  of  transcript  expression  levels  (69%)  were  expected  given  the 





(Figure 10).  In addition,  the majority of  transcripts with altered DNA  copy 
numbers  and  associated  gene  expression  levels  (40/48  transcripts,  83%) 
were  located  on  chromosome  1q,  where  five  clusters  of  adjacent  genes 
were  altered.  Gain  and/or  high‐level  gains/amplifications  of  genes  on 
chromosome 1q is a common event in breast carcinoma (124). 
 
Figure  10.  Robust  piecewise  linear  regression  analysis  showing  three  different  gene 
expression  patterns  given  the  observed  CNA  log2ratios  determined  using  array‐CGH.  (A) 
Negative  allometric  change  depicts  lower  transcript  expression  levels  given  array‐CGH 
log2ratio.  (B)  Isometric  change depicts expected expression  levels  in  relation  to array‐CGH 








Since  its  introduction  in  the  1990s,  microarray  technology  (e.g.  DNA, 
epigenome,  mRNA,  miRNA,  proteome)  has  provided  a  wealth  of  new 
knowledge  about  the  biology  of  cancer.  During  the  past  20  years,  a 
multitude of different  gene  expression  signatures have been  reported  for 
breast cancer  to predict metastasis, prognosis, and  treatment efficacy  (62, 








It would  have  been  ideal  to  validate  our microarray  results  from  paper  I 
(training  set) using previously published breast cancer microarray datasets 
containing  clinical  data  and  preferably  profiled with  the  same microarray 
platform,  Illumina HumanHT‐12  Beadchips. However,  there  are  not many 
Illumina  datasets  publicly  available  for  breast  cancer.  Therefore,  six 
Affymetrix U133A datasets were used as  the  test  cohort, which contained 
clinical data and four different clinical endpoints (DFS, OS, DMFS, and RFS). 
Because of differences  in  the  Illumina  and Affymetrix platforms, we were 
not able  to evaluate  the  full 13‐marker  signature  in  the validation  cohort; 




observed  in  both  the  training  and  test  sets.  In  addition,  univariate  Cox 
regression analysis showed that the full 13‐marker signature was associated 
with  DSS  in  the  training  cohort,  whereas  6/10  evaluated  genes  (AZGP1, 
NME5, S100A8, SCUBE2, STC2, and UBE2C) were associated with DFS in the 
test  cohort. These  findings  suggest  that although  transcriptional  levels  for 
specific  genes  may  be  consistent  in  different  datasets,  the  use  of  a 

















cancer  features  in  both  cohorts,  e.g.  high  histological  grade,  steroid 
hormone  negativity  (ER  and  PgR),  HER2/neu‐positivity,  triple  negative 
status,  and  the  HER2/ER‐  and  basal‐like  intrinsic  subtypes  (P  <  0.05). 




was  found  between  RFS  and  the  six‐marker  signature  (Figure  11).  Taken 
together,  these  results  suggest  that  DSS,  which  does  not  take  into 
consideration the time to first recurrence as do DFS and RFS but rather only 









In the  left panel, up‐regulation  is shown  in red, down‐regulation  in green, and no change  in 
transcriptional  levels  in  black.  Estimates  of  the  probability  of  disease‐specific  survival 
according  to  the  risk  groups  is  shown  (right panel), where  the  x‐axes depict Months  after 
initial diagnosis and  the y‐axes depict disease‐specific survival. P‐values, hazard  ratios  (HR), 
and  95%  confidence  intervals  (95%  CI)  were  calculated  using  the  log‐rank  test  and  Cox 
proportional hazards regression, respectively. (B) Hierarchical clustering and risk assessment 
of the test cohort (n = 1,141). Estimates of the probability of disease‐free, distant metastasis‐




Despite  the  fact  that  transcriptional  and  protein  expression  levels  do  not 
always correlate,  few genetic signatures are validated at  the protein  level. 
This  is  astonishing  because  proteins  are  macromolecules  that  perform 
crucial  processes  within  cells  and  therefore  the  best  determinants  of 
biological  activity  within  a  cell  or  tissue.  In  contrast,  specific  mRNA 
transcripts may not be  translated  into  functional protein units because of 
mRNA stability and degradation. Here, protein expression  levels for the full 
13‐marker signature were also evaluated using immunohistochemistry with 
multiple  FFPE  samples  from  patients  in  the  training  set  (71/97  patient 
samples were available at the Sahlgrenska University Hospital, Department 
of  Pathology)  and  significant  markers  were  further  validated  in 
representative samples using Western blot. Two genes were excluded from 
this  analysis  (LOC389033  does  not  produce  a  protein  product  and  the 
antibody  for  STK32B  could  not  be  optimized).  We  found  that  AZGP1, 
S100A8,  NME5  were  consistently  expressed  at  the  mRNA  and  protein 
expression levels (Figure 12). The differences in mRNA and protein levels for 
the  remaining markers may be  the  result of analyzing mRNA  levels  in  the 
whole tumor mass (containing both malignant and non‐malignant cells) and 
protein  levels  solely  in  invasive  tumor  cells,  the  choice  of  antibody  for 
immunohistochemistry,  and  differences  in  expression  levels  at  these  two 
biological levels which has been shown previously for the PIP protein, where 











Figure  12.  Correlation  of 
mRNA  and  protein 
expression  levels  for  the 







relation  to  clinical  outcome  using DSS  as  endpoint.  Kaplan‐Meier  analysis 
showed  that  aberrant AZGP1, PIP,  S100A8,  and UBE2C protein  expression 
levels were predictive of clinical outcome. Significantly shorter survival rates 
were  shown  for patients with  tumors expressing  low  levels of AZGP1 and 
PIP, as well as enhanced  levels of S100A8 and UBE2C  in  invasive neoplastic 
cells.  AZGP1  and  PIP  showed  cytoplasmic  and  membranous  staining, 
whereas  S100A8  and  UBE2C  showed  cytoplasmic  and  nuclear  staining 
(Figure 13a). To stratify the 71 patients into high‐ and low‐risk groups, a risk 
score was calculated for each patient using the combined protein expression 
patterns  for  the  four‐marker  panel  (AZGP1,  PIP,  S100A8,  and  UBE2C). 
Patients  with missing  values  for  one  or more  of  the  four  proteins  were 
excluded  from  the  analysis,  leaving  59  patients.  The  risk  groups  were 
significantly associated with DSS, where approximately 50% of patients were 
characterized  as  high‐risk  patients  and  had  shorter  survival  rates  (Figure 
13b).  Lastly,  a  concordance  index  (C‐index)  for  the  time‐dependent  area 
under  the  ROC  curve  [AUC(t)] was  calculated  for  individual markers,  the 
four‐marker panel, and established clinicopathological features to establish 
the  predictive  performance  of  different  models  over  time.  This  analysis 
showed  that  the  four‐marker  panel  was  relatively  stable  over  time  and 
performed better than either of  the markers  individually,  increasing the C‐
index  from  0.586‐0.628  to  0.735.  In  addition,  outcome  prediction  was 
further  improved  by  combining  the  four‐marker  panel  together  with 
established  clinicopathological  parameters  (patient  age  at  diagnosis, 
histological  grade,  number  of  positive  axillary  lymph  nodes,  pathological 
tumor  size,  ER/PgR  status,  and  HER2/neu  status;  Figure  13c).  Taken 
together,  these  findings  suggest  that outcome prediction of breast  cancer 











test  and  Cox  proportional  hazards  regression,  respectively.  Representative 
immunohistochemical  staining  in  the  invasive  component  of  tumors  according  to  the  risk 
groups  is  shown  in  the  bottom  panel.  (B)  Estimates  of  the  probability  of  disease‐specific 
survival  according  to  dichotomized  protein  expression  levels  of  AZGP1,  PIP,  S100A8  and 
UBE2C  (n  =  59).  (C)  The  lines  represent  the  time‐dependent  area  under  the  ROC  curve 
[AUC(t)]  for  AZGP1,  PIP,  S100A8  and  UBE2C  protein  expression  assessed  individually  and 
combined as a four‐marker panel. Outcome prediction was improved by combining the four 







Gene  expression  (transcriptional  and  protein  expression)  is  frequently 
regulated  by  more  than  one  mechanism.  DNA  amplification  of  the  1q 
(S100A8)  and  20q13.13  (UBE2C)  genomic  regions  are  frequent  genetic 
events in breast carcinoma, as well as anaplastic thyroid carcinoma cell lines 
and primary  colon  tumors and  liver metastases,  respectively  (126‐129).  In 
paper I, we showed that the aberrant transcriptional patterns for the genes 
in  the 13‐marker  signature were not due  to abnormal DNA  copy number. 





UBE2C were normal.  In pancreatic  cancer, epigenetic  regulation of AZGP1 
resulting  in  lower  levels  of  the  protein  were  associated  with  aggressive 
tumor  features  and  the  induction  of  epithelial‐mesenchymal  transition 
(130).  Here,  we  found  that  AZGP1,  PIP,  and  UBE2C  were  frequently  co‐
expressed,  whereas  S100A8  was  expressed  independent  of  the  other 
proteins.  Interestingly,  common  functions have been previously  found  for 
AZGP1,  PIP,  S100A8,  and  UBE2C:  AZGP1  and  PIP  are  both  secreted 
glycoproteins  frequently  co‐expressed  in  exocrine  glandular  epithelia  of 
various  normal  tissues,  adipose  tissue,  and  cancer  (131‐140);  AZGP1  and 
UBE2C are both involved  in cell cycle regulation and thus have an effect on 
cell proliferation and inhibition of cdc2 activity (141, 142); elevated levels of 
AZGP1,  PIP  and  S100A8  are  found  in  human  fluids  composed  of  proteins 
involved  in  inflammatory and  immune  responses  (143);  the FDA approved 






The  molecular  characterization  of  different  cancer  types  into  intrinsic 
subtypes  has  become  a  popular  approach  to  describe  the  heterogeneous 
nature  of  cancer.  Recently,  similarities  between  several  different  breast 
cancer subtypes and other cancer subtypes have been shown, e.g. ovarian 
cancer,  glioma,  hepatocellular  carcinoma,  lung  squamous  cell  carcinoma, 
nasopharyngeal  carcinoma,  and  head  and  neck  squamous  cell  carcinoma 
(146, 147). Therefore, cancers derived  from different anatomical sites may 
display  similar  biological  characteristics  because  common  signaling 
pathways may  be  perturbed  (7).  To  test  this  concept,  we  evaluated  the 
prognostic potential of 16 breast cancer‐related genes (AZGP1, BTG2, CBX2, 
CNTNAP2,  DNALI1,  LOC389033,  NME5,  PIP,  S100A8,  SCUBE2,  SERPINA11, 




We  evaluated  the  16‐marker  signature  in  oral  squamous  cell  carcinoma 
(OSCC) at  the protein  level using FFPE samples  from 43 OSCC patients. PIP 
and DNALI1 were excluded from the immunohistochemical analysis because 
of overall  low protein  expression  levels  in OSCC  samples,  and  LOC389033 




addition,  AZGP1  cytoplasmic  and  nuclear  staining  were  evaluated 
separately.  The  majority  of  the  markers  in  the  signature  had  similar 
transcriptional  patterns  for  both  breast  carcinoma  and  OSCC,  with  the 




clinicopathological  features  showed  an  association  between  S100A8‐
negativity and poor tumor differentiation (high histological grade), SCUBE2‐
negativity  and  cervical  lymph node metastasis  (only 1/12  SCUBE2‐positive 
tumors  was  lymph  node‐positive),  CBX2‐positivity  and  strong  tumor 
inflammatory  infiltration, and STK32B‐negativity and  larger  tumor size  (T3‐
T4).  In  addition,  borderline  significance  was  found  between  UBE2C  and 
SCUBE2  expression  and  tumor  differentiation,  SERPINA11  expression  and 
tumor  inflammatory  infiltration,  as  well  as  NME5  and  p16  expression. 
Kaplan‐Meier analysis showed that CNTNAP2‐positivity was associated with 
significantly  shorter DSS  rates, whereas  S100A8‐negativity was  associated 
with OS (Figure 14a). Predictive models for DSS and OS were then calculated 
using Cox proportional hazards models. In the univariate analysis, CNTNAP2 
protein  expression,  cervical  lymph  node  status,  and  tumor  size  were 
statistically  significant  for  DSS.  However,  a  model  containing  all  three 
variables  (C‐index  =  0.949)  was  not  significantly  better  than  a  model 
containing  only  lymph  node  status  and  tumor  size  (C‐index  0.941).  These 
findings further  illustrate the profound effect  lymph node metastases have 
on  clinical  outcome  for OSCC  patients,  i.e.  early  locoregional  recurrences 
frequently occur within two years of  initial treatment and have an adverse 




at  diagnosis,  tumor  size,  cervical  lymph  node  status,  and  S100A8  protein 
expression.  Outcome  prediction  was  significantly  improved  by  including 

























Figure  14.  Clinical  significance  of  aberrant  CNTNAP2  and  S100A8  protein  expression  in 
OSCC.  (A)  Estimates  of  the  probability  of  disease‐specific  survival  and  overall  survival 
according to dichotomized protein expression levels of CNTNAP2 and S100A8, respectively (n 
= 43). The x‐axes depict Months after initial diagnosis and the y‐axes depict survival rates. P‐
values, hazard ratios  (HR), and 95% confidence  intervals  (95% CI) were calculated using the 
log‐rank  test and Cox proportional hazards  regression,  respectively.  (B) The  lines  represent 
the  time‐dependent  area  under  the  ROC  curve  [AUC(t)]  for  CNTNAP2  protein  expression 
adjusted  for node status and tumor size, as well as S100A8 protein expression adjusted  for 
node  status,  tumor  size,  and  age.  Outcome  prediction  was  improved  by  combining 
established  clinicopathological  features  with  S100A8  expression  (C‐index  from  0.697  to 










8p11‐p12 amplicon  is a common genetic event  in solid  tumors, e.g. breast 





carcinomas  (156‐159),  urothelial  carcinoma  (160),  urinary  bladder  cancer 
(161), osteosarcoma (124), and pancreatic adenocarcinoma (158). In breast 
carcinoma  (both  familial and  sporadic  cases), chromosome 8  is a  frequent 
target  for DNA  amplification  and  loss,  occurring  in  10‐25%  of  cases  (162‐
166).  However,  this  genomic  region  spans  over  10  Megabase  (Mb)  and 
encompasses  approximately  53  known  genes, many  of  which  have  been 
shown to have oncogenic potential. In addition, analysis of breast cancer cell 
lines harboring 8p11‐p12  amplification have  shown  that  the  initiation  site 
and  structure  of  the  8p11‐p12  DNA  rearrangement  involves  different 
mechanisms of gene activation,  i.e. translocations and gene amplifications, 
thereby result in the activation of different combinations of candidate genes 
(167).  Therefore,  the  aggressive  phenotype  (significantly  shorter  survival 
rates,  high  histological  grade,  high  Ki‐67,  and  elevated  cyclin  E  levels) 
imposed  by  the  8p11‐p12  amplicon  may  be  the  result  of  one  or  more 
interacting genes in this genomic region. To date, eight genes have emerged 
as  promising  candidates,  e.g.  BAG4,  C8orf4,  DDHD2,  ERLIN2,  LSM1, 
PPAPDC1B, WHSC1L1, and ZNF703 (166, 168‐173). 
 
To  investigate  the  role  recurrent  DNA  amplification  of  the  8p11‐p12 
genomic  region has on breast  tumorigenesis, we  compiled 229  array‐CGH 
datasets  from  three  separate  studies,  including  the  97  diploid  breast 
carcinoma  samples  described  in  paper  I  (149,  174,  175).  Recurrent  CNAs 
spanning  the  8p11‐p12  region  were  observed  in  83/229  breast  tumors 
(36%), including 47/83 high‐level gains/amplifications, 20/83 low‐level gains, 
and  16/83  heterozygous  losses.  In  general,  two  different  patterns  of 
regional  amplification  were  observed,  i.e.  cases  with  focal  amplification 
spanning the 8p11‐p12 region and cases harboring both amplification of the 
8p11‐p12 region in conjunction with amplification of the 8q arm (Figure 15). 
In addition  to  co‐amplification with  the 8q  region,  the 8p11‐p12 amplicon 
was  also  co‐amplified with  1q,  11q,  12p,  16p,  17q,  or  20q;  the  8p11‐p12 
amplicon  occurred  as  the  sole  region  of  amplification  in  two  cases. 
Approximately  53%  of  8p11‐p12  amplified  tumors  also  harbored  DNA 
amplification of the MYC gene (8q24),  in comparison with 20% and 18% of 
co‐amplification  with  CCND1  (11q13)  and  ERBB2  (17q12),  respectively. 
Interestingly,  we  observed  a  five‐fold  increase  in  the  number  of 


























Figure 15. Array‐CGH genomic profiles  showing  recurrent DNA amplification of  the 8p11‐
p12  genomic  region  in  breast  carcinoma.  The  top  panel  shows  focal  amplification  of  the 
8p11‐p12 region in two breast tumors. Black dots depict BAC clones spanning chromosome 8 
for tumor 8931 and gray dots for tumor 9493. The bottom panel shows amplification of the 
8p11‐p12 and 8q  regions. Black dots depict BAC clones spanning chromosome 8  for  tumor 
11248 and gray dots for tumor 8138. The x‐axis shows chromosome 8 from the 8p telomere 





5.0E‐6),  including  amplification  (P  =  4.0E‐5)  or  loss  (P  =  0.005),  were 
associated with  reduced OS  rates.  In contrast,  low‐level gain of  the  region 












As expected, we observed both  intratumoral (differences  in  individual cells 
within  a  tumor)  and  intertumoral  (differences  between  different  tumors) 
heterogeneity  in  cases  harboring  the  8p11‐p12  amplicon.  Comparison  of 





4.1  software.  One  of  the  smallest  peaks  and  notably  the most  common 
mapped  to a 67.9 kb  region  spanning  the WHSC1L1 gene on chromosome 
band 8p12. The WHSC1L1 gene was amplified  in 32 of  the 47  (68%) 8p11‐
p12  amplified  samples,  consisting  of  four  Basal‐like,  three HER2/ER‐,  and 
twenty‐five  Luminal  subtype  B  tumors.  Dual‐color  interphase  FISH 
performed using a contig of overlapping BAC clones covering the 8p11‐p12 
genomic  region  showed  that  specific  regions  within  the  amplicon  could 
range from neutral DNA copy numbers (two copies of a gene) to high‐level 




























clones  RP11‐621B1  (P2),  RP11‐168H8  (P3),  RP11‐350N15  (P4),  RP11‐742H5  (P5)  were 






for  genes  spanning  the  8p11‐p12  amplicon  was  performed  in  two  steps 
using 150 of  the 229 profiled with both methods. First, 1933 differentially 
regulated  transcripts  (≥1.5  fold‐change,  Q  <  0.01)  were  identified  which 
distinguished  tumors  harboring  the  amplicon  (n  =  45)  from  tumors  with 
neutral DNA dosage  (n = 71), among which 24  transcripts  (18 genes and 1 
EST:  ZNF703,  ERLIN2,  PROSC,  BRF2,  RAB11FIP1,  EIF4EBP1,  BAG4,  DDHD2, 
PPAPDC1B, WHSC1L1, Hs.156542, TM2D2, ADAM9, GOLGA7, MYST3, PLAT, 
IKBKB,  THAP1,  RNF170)  were  located  in  the  8p11‐p12  genomic  region. 
Second, a correlation analysis (Q < 0.05, r > 0.7) was performed using robust 
piecewise  linear  regression  to  identify  genes  significantly  associated with 
DNA  and mRNA  levels  (up‐regulation when  amplified). Ten  genes  (PROSC, 
BRF2,  EIF4EBP1,  LSM1,  BAG4,  DDHD2,  PPAPDC1B,  WHSC1L1,  TM2D2, 
GOLGA7)  were  identified,  nine  (PROSC,  BRF2,  EIF4EBP1,  BAG4,  DDHD2, 
PPAPDC1B, WHSC1L1,  TM2D2, GOLGA7)  of which were  common  for  both 
methods.  Interestingly,  the WHSC1L1  gene  had  the  strongest  association 
between DNA dosage  and  relative mRNA  levels.  The WHSC1L1  gene,  also 





pivotal  role  in  chromatin modification  and  regulation  of  transcription. On 
the  other  hand,  the  short  WHSC1L1  isoform  only  contains  one  PWWP‐
domain (proline‐tryptophan‐tryptophan‐proline) that may be involved in cell 
growth. Although both the long and short splicing variants for the WHSC1L1 
gene  (WHSC1L1‐L  and  WHSC1L1‐S)  were  recurrently  up‐regulated  in  the 
presence of DNA amplification, WHSC1L1‐L was also up‐regulated in 45% of 
cases  in  the  absence  of  amplification  showing  that  this  gene  may  be 
activated by more than one molecular mechanism. None of the other eight 
significantly expressed genes in the 8p11‐p12 region showed this tendency, 
but Hs.105962  (96%), Hs.170296  (96%), and ZNF703  (98%) were generally 
up‐regulated  independent of DNA copy number status in tumors compared 








with 64 differentially  expressed  transcripts  (62  genes)  in  comparison with 
WHSC1L1‐negative  tumors,  including  four  genes  spanning  the  8p11‐p12 
region  (ASH2L,  DDHD2,  RAB11FIP1,  ZNF703).  The  differentially  expressed 
genes  were  primarily  associated  with  crucial  cellular  processes,  e.g. 
regulation of transcription, cell differentiation, cell adhesion, cell migration, 
immune  response,  negative  regulation  of  apoptosis,  metabolism,  and 
methyltransferase  activity. Up‐regulation of WHSC1L1 was  also  associated 
with shorter OS (P = 1.35E‐8). In addition, the ASH2L (r = 0.73), DDHD2 (r = 
0.75), RAB11FIP1 (r = 0.58), and WHSC1L1 genes clustered together and had 
the  highest  correlation  coefficients,  whereas  the  ZNF703  gene  clustered 
together with  genes  regulating  cell  adhesion  and migration.  Furthermore, 
the WHSC1L1‐L and ASH2L genes not only have structural similarities (both 
contain  SET  and  zinc  finger  domains),  but  are  also  included  in  histone 
methyltransferase  complexes  which  activate  transcription  by  preferential 
methylation  of  lysine‐4  of  histone  H3  which  makes  these  two  genes 
interesting candidates. WHSC1L1‐L also methylates  lysine‐27 of histone H3, 
which  is an epigenetic  tag denoting  inhibition of  transcription. WHSC1L1‐S 




Lastly,  we  performed  a  correlation  analysis  between  CNAs,  aberrant 
methylation  patterns,  and  transcriptional  patterns  in  22/229  tumors  (11 
tumors harboring the 8p11‐p12 amplicon and 11 tumors with neutral DNA 
dosage  in  the 8p11‐p12  region). This analysis  showed  that  the majority of 
cytosine  sites  were  hypermethylated  (89%)  and  only  11%  were 
hypomethylated. As expected, hypermethylation occurred most  frequently 
in  the  promoter  regions  of  genes.  In  addition,  hypermethylation  ranged 
from  72‐98%  on  all  chromosomes,  whereas  hypomethylation  was  most 
prevalent  on  chromosomes  8  (28%)  and  9  (24%).  Interestingly,  only  61 
aberrantly  methylated  coding  RNAs  (4.5%)  were  differentially  regulated, 
which play a role in cell differentiation, DNA replication, cell migration, and 
cell adhesion. Eleven of the 61 genes spanned the 8q12.1‐q24.22 frequently 
co‐amplified  in  8p11‐p12  amplified  tumors,  nine  of  which  were 
hypomethylated  and  overexpressed  (IMPAD1,  NDRG1,  PLEKHF2,  RRM2B, 




hypermethylated  and  underexpressed,  and  the  FABP5  gene  was 
hypermethylated but overexpressed. Only one gene (BRF2) in the 8p11‐p12 
genomic  region  showed aberrant methylation patterns, but  this gene was 
overexpressed despite hypermethylation due to amplification in 7/11 cases. 
We found that hypomethylation alone frequently enhanced gene expression 
patterns.  However,  hypomethylation  and  DNA  amplification  of  the  same 
transcript  further enhanced expression  levels. These  findings  indicate  that 
aberrant methylation  patterns may  be  a  secondary  event  to  further  lock 
genes  in  their  inactive  or  active  states  only  after  they  have  already  been 
silenced  or  activated  by  other means  (177‐180).  The  ENPP2  gene was  an 
exception  to  this phenomenon because hypermethylation occurred at  four 
different  cytosine  sites  in  the  promoter  region  of  the  gene,  resulting  in 
lower  transcriptional  levels  despite  amplification  of  the  gene  in  2/11 





Figure  17.  The  effect  of  aberrant  DNA  copy  number  and  DNA  methylation  patterns  on 
transcriptional  levels. Box plots showing  the relationship between CNA status, methylation 









In  this doctoral  thesis,  translational  research was performed by combining 
tumor  biology with  clinicopathological  features  to  improve  breast  cancer 
risk assessment, but also for oral squamous cell carcinoma. 
 
Genetic  alterations  characteristic  of  breast  cancer  include  gain  on 
chromosome cytobands 1q, 8q, and 16p,  losses on 11q, 16q, and 17p, and 
high‐level gain/amplification on 3q, 8p, 8q, 11q, 17q, and 20q. However, few 
genes  located  in  these regions were altered at  the mRNA  level, suggesting 
that  only  specific  genes  may  be  targeted  during  the  oncogenic  process. 
Additionally,  a  13‐gene  signature  with  normal  DNA  dosage  levels 
(upregulation of CBX2, S100A8, and UBE2C, and downregulation of AZGP1, 
DNALI1,  LOC389033,  NME5,  PIP,  SCUBE2,  SERPINA11,  STC2,  STK32B,  and 
SUSD3)  and  associated  with  aggressive  tumor  behavior  was  identified, 
suggesting  that genes are activated by  several  cellular mechanisms during 
tumorigenesis. 
 
Because  transcriptional  and  protein  levels  do  not  always  correlate, 
molecular targets should also be validated at the protein level. Furthermore, 
outcome  prediction  for  breast  carcinoma  is  improved  by  combining 
established  clinicopathological  features  (patient  age  at  diagnosis, 
histological  grade,  number  of  positive  axillary  lymph  nodes,  pathological 
tumor  size,  ER/PgR  status,  and  HER2/neu  status)  with  molecular  targets 
characteristic  of  aggressive  tumor  behavior  (i.e.  AZGP1,  PIP,  S100A8,  and 
UBE2C). 
 
Despite  differences  in  anatomical  site  of  origin,  some  clinically  relevant 
biomarkers  may  be  useful  therapeutic  targets  (CBX2,  CNTNAP2,  S100A8, 
SCUBE2,  and  STK32B)  for  both  breast  carcinoma  and  oral  squamous  cell 
carcinoma because of biological similarities between the two cancer types. 
 
The  experiments  on  the  8p11‐p12  amplicon  in  breast  carcinoma  are  still 
ongoing.  The  8p11‐p12  amplicon  contains  several  genes  with  oncogenic 
potential,  which  may  interact  to  produce  the  aggressive  phenotype. 
However,  the WHSC1L1 gene  is a strong candidate which  is  frequently co‐








The  primary  focus  of  this  doctoral  thesis  was  to  identify  potential 
therapeutic  targets  for breast carcinoma by combining  tumor biology with 






Second, genes  in  the  four‐marker panel  (AZGP1, PIP, S100A8, and UBE2C) 
have  been  previously  studied  as  individual  targets,  but  not  together. 
Therefore,  it  would  be  interesting  to  test  the  effect  collective  gene 
knockdown or overexpression of these genes has on breast cancer cell lines 
in  vitro  and  in  vivo,  as well  as whether  gene up‐regulation  can  transform 






AZGP1  and  S100A8  expression.  In  addition,  high‐risk  patients  identified 
using  the  four‐marker  signature  frequently  had  tumors  lacking  ER/PgR 
expression,  which  may  indicate  the  potential  presence  of  a  breast  CSC 
fraction.  It  would  therefore  be  interesting  to  know  whether  patients 
classified  in  high‐risk  groups  (according  to  the  four‐marker  panel)  have  a 
breast  CSC  population  which  may  affect  conventional  breast  cancer 
therapies  (chemotherapy,  radiotherapy,  endocrine  therapy)  following 
surgery.  This  would  be  tested  using  immunohistochemical  markers  for 
breast CSCs  (CD44/CD24, ALDH1A1, ALDH1A3, and  ITGA6)  rather  than  cell 
sorting which requires living cells. 
 
Lastly,  recent  studies have  reported  similarities between breast carcinoma 
and  both  hormonally‐driven  (ovarian  cancer)  and  non‐hormonally‐driven 
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